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Abstrakt v češtině 
 
Vznik mitochondrie z bakteriálního endosymbionta se řadí mezi zásadní momenty v evoluci 
eukaryot. Nedílnou součástí organelogeneze byl přesun genů endosymbionta do jádra hostitele 
a zároveň probíhající tvorba translokačních drah pro proteiny nově syntetizované v cytoplasmě 
hostitele. Výsledné komplexy translokáz jsou kombinací původních bakteriálních komponent 
a proteinů specifických pro eukaryota. Kromě translokáz určených pro import proteinů 
z cytoplazmy najdeme v současných mitochondriích i některé komponenty původních 
bakteriálních sekrečních drah. Zatímco funkce široce rozšířeného mitochondriálního homologu 
YidC, Oxa1, je dobře známá, role ojedinělých mitochondriálních Sec a Tat translokáz nebyla 
zatím objasněna. Více pozornosti bylo zatím věnováno jejich homologům v plastidech, kde se 
tyto translokázy podílejí na sestavování fotosyntetických komplexů. V této práci jsou shrnuty 
dosavadní poznatky o struktuře a funkci prokaryotických YidC, Sec a Tat translokáz a jejich 
eukaryotických homologů. Na základě porovnání obou organel endosymbiotického původu je 
navržena hypotéza o příčinách větší „evoluční úspěšnosti“ v integraci bakteriálních translokáz 
do transportních drah plastidu. 
Abstract in English 
 
Formation of mitochondria by the conversion of a bacterial endosymbiont is the fundamental 
moment in the evolution of eukaryotes. An integral part of the organelle genesis was the 
displacement of the endosymbiont genes to host nucleus and simultaneous creation of new 
pathways for delivery of proteins synthesized now in the host cytoplasm. Resulting protein 
translocases are complexes combining original bacterial components and eukaryote-specific 
proteins. In addition to these novel protein import machines, some components of the original 
bacterial secretory pathways have remained in the organelle. While the function of a widely 
distributed mitochondrial homolog of YidC, Oxa1, is well understood, the role of infrequent 
components of Sec or Tat translocases has not yet been elucidated. So far, more attention has 
been paid to their abundant plastid homologs, which assemble photosynthetic complexes in the 
thylakoid membrane. In the thesis, the structure and function of prokaryotic YidC, Sec and Tat 
machineries and their eukaryotic homologs are described. By comparing both organelles of the 
endosymbiotic origin, the hypothesis is drawn on why these translocases have been more 
“evolutionary successful” in plastids than in mitochondria. 
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1. Úvod 
 
Poslední společný předek eukaryot (LECA) obsahoval mitochondrii s plně vyvinutým 
proteinovým transportním systémem. Myšlenka α-proteobakterie a cyanobakterie jako 
předchůdce mitochondrie, respektive plastidu je široce akceptována (Yang et al., 1985; 
Bhattacharya et al., 2007).  
Ve své práci jsem se zabývala hlavně mitochondriální biogenezí, konkrétně proteinovými 
translokázami. Evoluce proteinového transportu a přestavba membrán byla klíčovým krokem 
transformace bakterie na endosymbionta. Zatímco některé z původních bakteriálních translokáz 
se vyskytují zřídka nebo byly kompletně ztraceny, další byly úspěšně uzpůsobeny a začleněny 
do nově vznikajících transportních mašinérií (Dolezal et al., 2006). Zároveň se musel vyvinout 
přesný naváděcí systém, který směroval proteiny kódované v jádře a syntetizované 
v cytoplasmě zpět do organely (von Heijne, 1990). V rámci této práce bylo toto téma pokryto 
dvěmi publikacemi; dizertační práce je koncipována jako rešerše, která se detailně zabývá 
strukturou a funkcí tří hlavních proteinových translokáz vnitřní membrány gramnegativních 
bakterií a jejich homology v eukaryotických organismech. Archeální homology transportních 
systémů jsou také zahrnuty, neboť jejich význam v eukaryogenezi je značný (Cavalier-Smith, 
2002; Martin et al., 2015; Eme et al., 2017). Tyto proteinové translokázy jsou (i) Sec, (ii) YidC 
a (iii) Twin-arginin translokáza (Tat). 
(i) Sec translokáza je vysoce konzervovaný a esenciální heterotrimerický komplex proteinů  
SecY, SecG a SecE (Brundage et al., 1990; Görlich and Rapoport, 1993; Berg et al., 2004). 
Jedná se o hlavní translokační dráhu pro proteiny mířící do vnitřní membrány nebo 
mezimembránového prostoru bakterií (Brundage et al., 1990; Akimaru et al., 1991) a archeí 
(Berg et al., 2004). Homologní komplex funguje v membráně endoplasmatického retikula (ER) 
(Görlich and Rapoport, 1993) a v plastidech (Yuan et al., 1994; Schuenemann et al., 1999); 
základní podjednotka, SecY, je kódována několika mitochondriálními genomy (Burger et al., 
2013). 
(ii) Proteiny YidC/Oxa1/Alb3 rodiny se nacházejí v bakteriích (YidC), ve vnitřní membráně 
mitochondrií (Oxa1) a v membránách thylakoidů plastidů (Alb3). Velikost a primární struktura 
homologů se v rámci rodiny velmi liší (Yen et al., 2001). Proteiny podobné YidC byly nalezeny 
také v archeích (Ylp1) (Zhang et al., 2009; Borowska et al., 2015). Inzertázy spadající do této 
proteinové rodiny byly nedávno nalezeny také v ER (Get1, EMC3 and TMCO1) (Anghel et al., 
2017; Guna et al., 2018).  
 5 
(iii) Tat exportní dráha je tvořena proteiny dvou rodin, TatA a TatC, které transportují 
složené proteiny přes vnitřní bakteriální membránu a thylakoidy (Palmer and Berks, 2012). 
Nekompletní Tat je nalézána také v mitochondriích různých organismů (Burger et al., 2013; 
Petrů et al., 2018). 
 
Během své práce jsem se zabývala ještě dalším aspektem mitochondriální biogeneze – dělením. 
Dizertační práce se však tomuto tématu věnuje jen okrajově. Související výsledky jsou součástí 
třetí publikace a jsou diskutovány v tomto shrnutí.  
 
2. Cíle práce 
 
Cílem práce bylo studium tří podstatných evolučních aspektů mitochondrie:  
 
1. evoluce a funkce mitochondriální Twin-arginin translokázy (Tat),  
2. lokalizace nově objeveného sekrečního systému typu II (T2SS) v mitochondrii,  
3. evoluce a lokalizace homologů komponent bakteriálního buněčného dělení v 
mitochondrii. 
 
3. Materiál a metodika 
 
Materiál a metody jsou podrobně popsány v souvisejících publikacích. Mezi nejčastěji 
používané metody patří následující: klonování, produkce rekombinantních proteinů v 
Escherichia coli, buněčná frakcionace, SDS-PAGE a western blot, imunofluorescence, 
koprecipitace, Blue-Native PAGE, kvasinkový dvouhybridní systém, komplementační testy v 
E. coli a kombinace bioinformatických analýz. 
 
4. Výsledky a diskuze 
 
4.1. Twin-arginin translokáza 
 
Hlavní funkcí Tat dráhy je translokace složených proteinů do mezimembránového prostoru 
prokaryot (Palmer and Berks, 2012) a do lumen thylakoidů (Schünemann, 2007). Tat se skládá 
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ze tří komponent: TatA, TatB a TatC (v plastidech nazývaných ThaA, Hcf106 a cpTatC) 
(Palmer and Berks, 2012; Cline, 2015). Tat se také nachází v mitochondriích různých 
organismů od jakobid po rostliny a dokonce i v živočiších (např. houbovci) (Burger et al., 2013; 
Pett and Lavrov, 2013; Carrie et al., 2016). Většina organismů ve svém mitochondriálním 
genomu nese pouze TatC. TatA se nachází jenom v malé podmnožině organismů zahrnující 
jakobida (Burger et al., 2013). Mitochondriální TatB byl nedávno objeven v jaderném genomu 
Arabidopsis thaliana (Carrie et al., 2016). 
Protože znalost evoluce a funkce mitochondriální Tat translokázy je omezená nebo 
kompletně neznámá, náš výzkum byl zaměřen právě na tuto problematiku.   
Distribuce mitochondriálních Tat podjednotek je v důsledku vícenásobných ztrát během 
evoluce nerovnoměrná. U většiny druhů se vyskytuje pouze TatC podjednotka. Předchozí 
fylogenetická analýza ukázala, že bakteriální TatC tvoří mnoho proteinových klastrů. Naproti 
tomu eukaryotické TatC tvoří dva oddělené klastry reprezentující mitochondriální a plastidové 
proteiny, z nichž se ty plastidové rozvětvují společně s cyanobakteriálními homology (Yen et 
al., 2002). Naše analýza mitochondriální TatC navíc ukázala, že mitochondriální Tat je výlučně 
α-proteobakteriálního původu (Petrů et al., 2018).  
TatA se vyskytuje vždy společně s TatC (Petrů et al., 2018). Na základě nedávno 
objeveného mitochondriálního TatB (Carrie et al., 2016) jsme byli schopni identifikovat TatB 
také ve stramenopilech a skrytěnkách. Homology Tat podjednotek nebyly nalezeny v 
superskupinách Amebozoa a Alveolata (Petrů et al., 2018). 
Zatím nebyl objeven žádný eukaryotický organismus obsahující mitochondriálně 
kódovanou TatA a TatC společně s jaderně kódovanou TatB. Ačkoli takový organismus může 
být v budoucnu identifikován, na základě naší analýzy mohou být dosud známé 
mitochondriální Tat systémy rozděleny do tří typů TatABC-derivovaných mašinérií: TatAC, 
TatBC a TatC-pouze (Petrů et al., 2018). 
Navzdory tomu, že TatAC z jakobid během našich experimentů funkčně komplementuje 
Tat z E. coli (Petrů et al., 2018), skutečná funkce mitochondriální Tat nebo její substrát zatím 
nejsou známé. Jedna ze současných hypotéz naznačuje, že mitochondriální Tat se může, 
podobně jako bakteriální a plastidové translokázy, účastnit inzerce proteinu Rieske Fe/S do 
vnitřní mitochondriální membrány (Pett and Lavrov, 2013). Taková funkce Tat však bude 
nejspíš omezená, protože se předpokládá, že eukaryota využívají Bcs1 chaperon pro biogenezi 
Rieske proteinu (Wagener et al., 2011).  
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4.2. Sekreční systém typu II 
 
Pokud jde o bakteriální původ mitochondrií, je zřejmé, že endosymbiont byl schopen 
exportovat proteiny do hostitelské buňky. Gramnegativní bakterie vyvinuly pozoruhodný 
soubor systémů určených k exportu proteinů z cytoplasmy (např. určených pro patogenezi nebo 
adhezi) (Costa et al., 2015). Export proteinů ze současných mitochondrií však dosud nebyl 
pozorován. 
Srovnávací genomika naznačuje, že bakteriální sekreční systémy zcela vymizely během 
transformace endosymbionta na mitochondrii. U zástupců jakobid, heteroloboseí a 
malawimonád jsme však objevili podjednotky T2SS (manuskript Horváthová et al., v revizi). 
U gramnegativních bakterií patří T2SS do kategorie exportérů, které propojují vnitřní i vnější 
membránu. T2SS využívá dvoukrokový sekreční mechanismus, do něhož jsou zapojeny i Sec 
nebo Tat (Costa et al., 2015). Naše experimenty přinesly důkazy, že tato mitochondriální 
protein-sekreční dráha může stále transportovat proteiny podobnou cestou jako bakteriální 
dráha. Substráty mitochondriální T2SS zatím nebyly hlouběji prozkoumány.  
 
Jeden z našich modelových organismů byla Naegleria gruberi. Jedná se o volně žijícího 
zástupce skupiny Excavata, jehož genom je kompletně znám a také je u něj dobře zavedena 
axenická kultivace (Fritz-Laylin et al., 2010). V jeho mitochondriálním a jaderném genomu je 
kódována TatC podjednotka a T2SS, respektive. Absence funkčního systému pro genetickou 
manipulaci však zásadně stěžuje práci s tímto organismem. Ačkoli metoda pro genetickou 
manipulaci N. gruberi byla již publikována jednou výzkumnou skupinou (Jeong et al., 2005; 
Song et al., 2006), zatím nikdo nedokázal jejich protokol replikovat. Během studia jsem se 
pokusila vyvinout protokol, který by nám umožnil Tat a T2SS zkoumat endogenně. Navrhla 
jsem tři DNA vektory pro doručení DNA do organismu a otestovala jsem množství 
transfekčních metod, jako elektroporaci, nukleofekci, lipofekci a mikroinjekci. Bohužel jsem 
amébu nebyla schopná transfekovat. 
 
4.3. Mitochondriální dělení 
 
Dělení bakteriální buňky je zprostředkováno „Z-prstencem“, kontraktilní strukturou 
vytvořenou polymerizací homologu tubulinu, FtsZ. Na úspěšném dokončení dělení se však 
podílí mnoho dalších faktorů (de Boer, 2010; Meier and Goley, 2014). Min systém určující 
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místo dělení je složený z proteinů MinC, MinD and MinE (Lutkenhaus, 2007; Lutkenhaus et 
al., 2012; Natale et al., 2013). Na rozdíl od bakterií, dělení mitochondrie je kontrolováno pro 
eukaryota specifickými GTPázami příbuznými dynaminu (DRPs) (Labbé et al., 2014). Dřívější 
studie navrhují, že DRPs během evoluce nahradily původní bakteriální systém (Erickson, 
2000). Experimentální studie nicméně odhalily roli FtsZ v mitochondriálním dělení některých 
eukaryot (Gilson et al., 2003).  
Naše práce zmapovala distribuci mitochondriálních proteinů homologních s proteiny 
zapojenými do bakteriálního dělení (MinCDE and FtsZ). Zjistili jsme, že evoluční ztráta 
α-proteobakteriálního dělicího systému z mitochondrií a jeho nahrazení eukaryotickým 
dynaminu příbuzným dělicím nástrojem je méně častá, než se dříve myslelo. Navíc jsme zjistili, 
že mitochondriální homology Min a FtsZ obsahují mitochondriální targetovací sekvence. 
Experimentálně jsme dokázali, že proteiny lokalizují do mitochondrie (Leger et al., 2015).  
 
5. Závěr 
 
Hlavním cílem práce byla charakterizace vybraných homologů bakteriálních proteinů 
v mitochondriích jednobuněčných eukaryot, jejichž funkce je spojena s mitochondriální 
biogenezí.  
Výsledky práce týkající se evoluce a funkce mitochondriální Twin-arginin translokázy jsou 
shrnuty v článku “Evolution of mitochondrial TAT translocases illustrates the loss of bacterial 
protein transport machines in mitochondria”. V tomto pojednání jsme pomocí 
bioinformatických metod zrekonstruovali evoluci této translokázy v mitochondrii 
a experimentálně ukázali, že mitochondriální Tat mašinerie Andalucia godoyi je funkční.  
Druhé téma se téma se týkalo nově objeveného mitochondriálního sekrečního systému 
typu II. Prokázali jsme, že několik vzdáleně příbuzných eukaryot obsahuje homology klíčových 
podjednotek T2SS, které se nacházejí v mitochondrii. Mitochondriální T2SS může 
transportovat proteiny pomocí podobného mechanismu jako bakteriální translokáza. Další 
výzkum je však nezbytný pro určení substrátu. Tato práce je shrnuta v manuskriptu “Ancestral 
mitochondrial protein secretion machinery”, který je v tuto chvíli v revizi. V současné době 
provádíme dodatečné experimenty, které výzkum podpoří pro publikaci v žurnálu Nature 
Communications. 
Třetí téma pokrývá evoluci dělení mitochondrie. Konkrétně naše práce zmapovala 
distribuci mitochondriálních homologů proteinů zapojených do dělení bakteriální buňky 
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(MinCDE and FtsZ). FtsZ společně s MinCDE pozičním systémem byly zachovány 
v mitochondrii většiny hlavních linií eukaryot a nezávisle na sobě byly mnohokrát v evoluci 
nahrazeny mašinerií založené na DRPs.  Předložili jsme experimentální důkaz o tom, že 
eukaryotické MinCDE proteiny obsahují funkční mitochondriální targetovací presekvence. 
Rozptýlená distribuce však vyvolává otázku, proč byl bakteriální systém dělení zachován pouze 
v těchto konkrétních organismech a v jiných ne. Výzkum je shrnut v článku “An ancestral 
bacterial division system is widespread in eukaryotic mitochondria”.  
 
Samotná dizertační práce shrnuje dosavadní poznatky o translokázách vnitřní 
membrány bakterií a jejich homolozích v eukaryotech. Na základě propojení této rešerše s nově 
nabytými poznatky z našeho experimentálního výzkumu jsem se pokusila integrovat informace 
o mitochondriálních Sec, YidC a Tat do komplexního modelu vývoje mitochondriálních 
proteinových translokáz. Zároveň jsem navrhla hypotézu, proč byly plastidy v integraci těchto 
bakteriálních translokáz do svých drah úspěšnější než mitochondrie. 
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1. Introduction 
 
The Last Eukaryote Common Ancestor (LECA) contained bona-fide mitochondria with 
fully developed protein transport system. The idea of an α-proteobacterium and cyanobacterium 
as an ancestor of mitochondrion and plastid, respectively, is widely accepted (Yang et al., 1985; 
Bhattacharya et al., 2007).  
My work was mainly dedicated to the mitochondrial biogenesis, especially to the protein 
translocases. The evolution of the protein transport and remodelling of the membranes were the 
key step in the transformation of a bacterium into the endosymbiont. While some of the original 
bacterial translocases were kept sporadically or completely lost, others were successfully 
remodelled and incorporated into the newly evolving machines (Dolezal et al., 2006). Another 
big issue was the establishment of precise targeting system to navigate the proteins encoded in 
the nucleus and translated in the cytoplasm to return back to the organelle (von Heijne, 1990). 
Within the thesis, this topic was covered by two publications; thus, the dissertation thesis is 
conceived as a review, where the structure and function of three main translocases of gram-
negative bacteria inner membrane and their homologs in eukaryotes are discussed in detail. 
Archaeal homologs of transport systems are described as well. The reason is their importance 
during eukaryogenesis (Cavalier-Smith, 2002; Martin et al., 2015; Eme et al., 2017). Those 
protein translocases are (i) Sec, (ii) YidC and (iii) Twin-arginine translocase (Tat). 
(i) The Sec translocase is a highly conserved and essential heterotrimeric complex of SecY, 
SecG and SecE (Brundage et al., 1990; Görlich and Rapoport, 1993; Berg et al., 2004). It is the 
main pathway for the translocation of the proteins across or into the inner membrane of bacteria 
(Brundage et al., 1990; Akimaru et al., 1991) and archaea (Berg et al., 2004). The homologous 
complex operates in the membranes of the endoplasmic reticulum (ER) (Görlich and Rapoport, 
1993) and plastids (Yuan et al., 1994; Schuenemann et al., 1999) and the core SecY component 
is encoded in several mitochondrial genomes (Burger et al., 2013). 
(ii) Proteins of YidC/Oxa1/Alb3 family are found in bacterial (YidC) and mitochondrial 
inner membranes (Oxa1) and thylakoids membranes of plastids (Alb3). The size and the 
primary structure of the homologs vary greatly in the family (Yen et al., 2001). YidC-like 
proteins were found also in archaea (Ylp1) (Zhang et al., 2009; Borowska et al., 2015). 
Recently, the members of the family were found to operate as insertases in the ER membrane 
(Get1, EMC3 and TMCO1) (Anghel et al., 2017; Guna et al., 2018).  
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(iii) The Tat protein export pathway is performed by proteins of two families, TatA and 
TatC, which transport folded cargoes across the inner bacterial and thylakoid membranes 
(Palmer and Berks, 2012). An incomplete Tat is also found in mitochondria of various 
organisms (Burger et al., 2013; Petrů et al., 2018). 
 
Additionally, I also deal with another aspect of mitochondrial biogenesis, the division 
system. However, the dissertation thesis is devoted to this topic only marginally. Relevant 
results are a part of the third publication, which is discussed in this summary. 
 
2. Aims of the study 
 
The aim of the thesis was to study three fundamental evolutionary aspects of mitochondria: 
 
1. the evolution and function of mitochondrial Twin-arginine translocase (Tat),  
2. the localization of newly discovered Type II secretion system (T2SS) in mitochondria, 
3. the evolution and localization of homologs of a bacterial cell division system 
in mitochondria. 
 
3. Material and methods 
Material and methods are described in detail in related publications. I used mainly these 
methods: Cloning, production of recombinant proteins in Escherichia coli, cell fractionation, 
SDS-PAGE and western blot, immunofluorescence, co-precipitation, Blue-Native PAGE, yeast 
two hybrid system, complementation assays in E. coli and a combination of bioinformatic 
analysis. 
4. Results and discussion 
 
4.1. Twin-arginine translocase 
 
The main function of the Tat pathway is the translocation of folded proteins to the 
intermembrane space of prokaryotes (Palmer and Berks, 2012) and to the lumen of thylakoids 
(Schünemann, 2007). Tat is composed of three components, TatA, TatB and TatC (named as 
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ThaA, Hcf106 and cpTatC in plastids) (Palmer and Berks, 2012; Cline, 2015). Tat is also found 
in mitochondria of various organisms from jakobids to plants and even animals (i.e. sponges) 
(Burger et al., 2013; Pett and Lavrov, 2013; Carrie et al., 2016). The vast majority of organisms 
contain just TatC in their mtDNA. TatA is found only in a small subset of organisms including 
jakobids (Burger et al., 2013). Recently, mitochondrial TatB was discovered in the nuclear 
genome of Arabidopsis thaliana (Carrie et al., 2016). 
Our research focused on mitochondrial Tat as the knowledge of its evolution and function 
was limited or completely unknown, respectively.   
Distribution of mitochondrial Tat subunits is very patchy due to the multiple losses during 
the evolution. In the majority of species, only TatC remained. The previous phylogenetic 
reconstruction of TatC showed that in addition to multiple bacterial cluster proteins, eukaryotic 
proteins are present in two separate clusters representing mitochondrial and plastid proteins, 
latter of which branches together with the cyanobacterial homologs (Yen et al., 2002). In 
addition, our analysis of mitochondrial TatC showed, that mitochondrial Tat is of single 
α-proteobacterial origin (Petrů et al., 2018).  
TatA is found always together with TatC (Petrů et al., 2018). On the basis of recently 
discovered mitochondrial TatB (Carrie et al., 2016), we were able to find TatB also in 
stramenopiles and cryptists. Of the eukaryotic supergroups, there are no homologs of Tat 
subunits in Amebozoa or Alveolata (Petrů et al., 2018). 
Moreover, so far no eukaryote has been shown to contain mitochondria-encoded TatA and 
TatC together with the nucleus-encoded TatB in its mitochondria. While it may be a matter of 
time until such organism is identified, currently mitochondrial Tat systems can be divided into 
three types of TatABC-derived machineries on the basis of our analysis: TatAC, TatBC and 
TatC-only (Petrů et al., 2018). 
Although jakobid TatAC were shown to be able to functionally complement Tat of E. coli 
during our experiments (Petrů et al., 2018), the actual function of mitochondrial Tat and its 
substrate remain to be elucidated. One of the current hypotheses suggests that mitochondrial 
Tat may be, similarly to the bacterial and the plastid translocases, involved in the insertion of 
Rieske Fe/S protein into the inner mitochondrial membrane (Pett and Lavrov, 2013). However, 
such function of Tat is rather limited as eukaryotes are believed to employ Bcs1 chaperon for 
Rieske protein biogenesis (Wagener et al., 2011).  
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4.2. Type II secretion system 
 
 Regarding the bacterial ancestry of mitochondria, it is evident that the endosymbiont 
was capable of exporting proteins into the host cell. Gram-negative bacteria developed a 
remarkable set of systems dedicated to export proteins (e.g. intended for pathogenesis or 
adhesion) from the cytoplasm (Costa et al., 2015). However, the export of proteins from 
mitochondria hasn’t been observed so far. 
 The comparative genomics suggested that the bacterial secretion systems vanished 
entirely during the transformation of the endosymbiont to mitochondria. However, we have 
discovered subunits of T2SS in representatives of jakobids, heteroloboseans and 
malawimonads (manuscript Horváthová et al., under revision). In gram-negative bacteria, T2SS 
belongs to the category of exporters which span both inner and outer membrane. It can use two-
step secretion mechanism, in which IM protein transport systems such as Sec or Tat are 
involved (Costa et al., 2015).  
Our experiments have brought the evidence that this mitochondrial protein secretion 
pathway may still transport proteins in a similar way to the bacterial pathway. Unfortunately, 
the substrate(s) of mitochondrial T2SS remain elusive. 
 
One of our model organisms was Naegleria gruberi. It is the free-living representative of 
the Excavata group, of which genome sequence is completely known and the axenic cultivation 
is well established (Fritz-Laylin et al., 2010). TatC subunit and T2SS were discovered in its 
mitochondrial and nuclear genome, respectively. The disadvantage of working with this 
organism is nonexistence of a functional system for genetic manipulation. Although genetic 
manipulation had been already published by one research group (Jeong et al., 2005; Song et al., 
2006), nobody has been able to repeat their protocol so far. I have attempted to develop such a 
system to investigate Tat and T2SS endogenously. I have designed three DNA vectors for 
delivering DNA into the organism and tested a variety of transfection methods such as 
electroporation, nucleofection, lipofection or microinjection. Nevertheless, I have not been able 
to transfect the amoeba so far. 
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4.3. Mitochondrial division 
 
The bacterial cell division is mediated by Z-ring, the contractile structure made by 
polymerization of tubulin homolog, FtsZ. Other factors then contribute to the creation of 
complete divisome (de Boer, 2010; Meier and Goley, 2014). Min system composed of MinC, 
MinD and MinE determines the site of division (Lutkenhaus, 2007; Lutkenhaus et al., 2012; 
Natale et al., 2013). Unlike bacteria, the division of mitochondria is controlled by eukaryote-
specific dynamin related GTPases (DRPs) (Labbé et al., 2014). It was suggested that DRPs 
replaced original bacterial system during the evolution of eukaryotes (Erickson, 2000). 
However, the experimental studies discovered the role of FtsZ in the mitochondrial division of 
some eukaryotes (Gilson et al., 2003).  
Our work mapped the distribution of homologues of proteins involved in bacterial cell 
division (MinCDE and FtsZ) in mitochondria. We documented that the evolutionary loss of 
α-proteobacterial division system from mitochondria and its replacement by eukaryotic 
dynamin-based membrane scission machinery is less frequent than previously thought. 
Moreover, the most of Min and FtsZ homologs contain mitochondrial targeting presequences. 
We provided the experimental evidence that the proteins are localized to mitochondria (Leger 
et al., 2015).  
 
5. Conclusions 
 
The general aim of the study was to characterize selected homologs of bacterial proteins in 
the mitochondria of unicellular eukaryotes, function of which is connected to mitochondrial 
biogenesis. 
The results of the work concerning the evolution and function of mitochondrial Twin-
arginine translocase are summarized in the paper “Evolution of mitochondrial TAT translocases 
illustrates the loss of bacterial protein transport machines in mitochondria”. Taken together, we 
were able to reconstruct bioinformatically the evolution of the translocase in mitochondria and 
to show experimentally that mitochondrial Tat machinery of Andalucia godoyi is a functional 
translocase.  
The second topic concerned the newly discovered mitochondrial Type II secretion system. 
Several distantly related eukaryotes were found to contain homologs of key subunits of T2SS 
which localize to mitochondria. Mitochondrial T2SS may transport proteins in a similar way to 
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the bacterial pathway. Further studies are necessary to determine the substrate of the 
mitochondrial pathway. This work was summarized in the manuscript “Ancestral 
mitochondrial protein secretion machinery”, which is under revision at the moment and we 
have been performing additional experiments to support our manuscript for Nature 
Communications journal. 
The third topic covers the evolution of mitochondrial division. Specifically, our work 
mapped the distribution of homologues of proteins involved in bacterial cell division (MinCDE 
and FtsZ) in the mitochondria. FtsZ, together with MinCDE positioning system have been 
preserved in mitochondria of most major eukaryotic lineages and that these were replaced 
independently multiple times in evolution with the DRP-based machinery. We provided the 
experimental evidence that eukaryotic MinCDE proteins contain functional mitochondrial 
targeting presequences. However, sparse distribution raises the question of why the bacterial 
division system was preserved in some organisms and not in others. The research is summarized 
in the article “An ancestral bacterial division system is widespread in eukaryotic 
mitochondria”.  
 
The dissertation thesis itself summarizes the present knowledge on translocases of bacterial 
inner membranes and their homologs in eukaryotes. Combining these with the results of our 
experimental research, I have attempted to integrate the information on mitochondrial Sec, 
YidC and Tat into a complex model of evolution of the mitochondrial protein translocases. 
Additionally, I have proposed a hypothesis explaining why are plastids more successful in 
integrating these bacterial translocases into their translocation pathways than mitochondria. 
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